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Kuckuckskinder beim Sperlingskauz Glaucidium passerinum?
Eine genetische Analyse mit Hilfe des DNA-Fingerprinting
Von Anke Rothgiinger, Thomas Lubjuhn & Jochen Wiesner

Vortrag im Rahmen der 21. Jahrestagung der AG zum Schutz bedrohter Eulen, Ohringen, Oktober 2005.

Einleitung

Bei vielen monogamen Vogelarten
verfolgen die Weibchen alternative
Reproduktionsstrategien. Sie kopu-
lieren auBer mit ihrem Sozialpartner
auch mit nicht im Revier ansissigen
Miinnchen. Dies fiihrt zu Bruten mit
mehreren genetischen Vitern, d.h.
manche Jungtiere sind nicht mit
ihrem sozialen Vater verwandt.

Fur minnliche Sperlingskiduze, Glau-
cidium passerinum, sind die Repro-
duktionskosten sehr hoch. Sie vertei-
digen u. a. die Bruththle, versorgen
die Weibchen und spiter auch die
Nestlinge mit Nahrung und fithren
den Nachwuchs nach dem Ausfliegen
noch eine geraume Zeit durch das
Revier. Die Ménnchen sollten daher
versuchen, Fremdkopulationen ihrer
Weibchen zu verhindern, um Investi-
tionen in nicht genetisch verwandte
Jungtiere zu vermeiden.

Um zu kliren, ob es bei Sperlings-
kéuzen dennoch zu Kopulationen
auBerhalb des Paarbundes kommt,
wurde in den Jahren 2003 und 2004
in Thiiringen von allen Tieren aus 16
Sperlingskauzbruten (32 Altvigel
und 89 Nestlinge) Blut aus der Flii-
gelvene entnommen und mit Hilfe
des Multilocus DNA-Fingerprinting
analysiert. Bei dieser Art der Eltern-
schaftsanalyse werden variable Regi-
onen der DNA in Form von individu-
alspezifischen Bandenmustern darge-
stellt und miteinander verglichen.
Die daraus resultierenden Ergebnisse
ermdglichen verldssliche Aussagen
zum Auftreten von Fremdvaterschaf-
ten.

Material und Methoden

Die Untersuchung der Sperlingskéu-
ze erfolgte in den Jahren 2003 und
2004 in Thiiringen, wobei sich die
Probennahme auf die Saale-
Sandsteinplatte und den Thiiringer
Wald konzentrierte. Die erforderli-
chen Genehmigungen zum Fang und
zur Blutentnahme erteilte das Thii-
ringer Ministerium fiir Landwirt-
schaft, Naturschutz und Umwelt.
Der Fang der Altvogel (n=32) erfolg-
te nach der Fiitterung der Nestlinge,
die zu diesem Zeitpunkt ungeféhr 21

Tage alt waren. Nachdem der jewei-
lige Altvogel in die Bruthohle einge-
flogen war, wurde ein kleinmaschi-
ger Kdscher am Hohleneingang an-
gebracht. Mit diesem Aufbau konnte
der Altvogel beim Verlassen der
Bruththle gefangen werden. Die
adulten Sperlingskduze wurden bis
zur Probennahme in einer dunklen
Box aufbewahrt. AnschlieBend konn-
ten die Nestlinge aus der Bruthshle
(n=89) entnommen werden. Direkt
im Anschluss erfolgte die Blutent-
nahme. Dazu wurde die Fliigelvene
(Vena ulnaris) mit Hilfe einer sterilen
Einwegkaniile (0,45 x 25 mm) punk-
tiert, der austretende Blutstropfen mit
einer Hamatokritkapillare (50 pl)
aufgefangen und in 1 ml APS-Puffer
(ARCTANDER 1988) iiberfiihrt. Die
Lagerung der Proben erfolgte in
Trockeneis bis zum spiteren Einfrie-
ren bei -20°C. Falls notwendig, wur-
de ein steriler Gelaspon-Strip zum
Stillen von Nachblutungen verwen-
det. Nach der Blutentnahme wurden
die Nestlinge wieder in die Bruthshle
gesetzt und die Altvogel frei gelas-
sen.

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte
im Jahre 2004 mit Hilfe des Multilo-
cus DNA-Fingerprinting. Dieses
Verfahren ist weit verbreitet bis hin
zur Anwendung in der Gerichtsmedi-
zin. Nach der [solation der DNA
(Details in LUBJUHN & SAUER 1999)
erfolgte eine DNA-Restriktion mit
Hilfe des Enzyms Hae I1I. Die dabei
entstandenen, unterschiedlich langen
DNA-Fragmente wurden anschlie-
Bend im Agarose-Gel aufgetrennt
und mit der radioaktiv markierten
Oligonukleotidsonde (CA)g hybridi-
siert. Durch das Auflegen eines
Rontgenfilms werden so individual-
spezifische Bandenmuster sichtbar
gemacht (siche Abb. 1).

Die Auswertung der Bandenmuster
erfolgte durch Vergleich der
Nestlingsfragmente mit den Frag-
menten der sozialen Eltern. Mogli-
cherweise auBlerhalb des Paarbundes
gezeugte Nachkommen wurden an-
hand von Fragmenten identifiziert,
die keinem der sozialen Eltern zuge-

Abb. 1: Bandenmuster einer Sper-

lingskauzfamilie. Bei der Auswer-

tung werden die Bandenmuster der
Nestlinge mit denen der beiden so-
zialen Eltern verglichen.

ordnet werden konnten. Die Bestim-
mung des Grades der Ubereinstim-
mung zwischen dem Bandenmuster
eines Nestlings und den Bandenmus-
tern der beiden sozialen Eltern er-
folgte mit Hilfe des Band-Sharing-
Koeffizienten (siehe Formel 1).

Formel |
_ 2% Ny
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D - Band-Sharing-Koeffizient

Nag - Anzahl tibereinstimmender
Fragmente zwischen Individuum A
und Individuum B

Na - Gesamtzahl aller Fragmen-
te von Individuum A
Ng - Gesamtzahl aller Fragmen-

te von Individuum B

Im Ergebnissteil sind neben den
Mittelwerten die entsprechenden
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Standardabweichungen sowie teil-
weise die 95 % Konfidenzintervalle
angegeben.

Um die Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten von Mutationen abzuschit-
zen, wurde davon ausgegangen, dass
eine einzelne Bande, die bei keinem
der sozialen Eltern zu finden ist, stets
auf ein Mutationsereignis zuriick-
geht. Die Mutationsrate pro Frag-
ment (P) ergibt sich somit als Anzahl
der Nestlinge mit nur einem neuen
Fragment dividiert durch die Ge-
samtzahl der Fragmente aller
Nestlinge (siehe Formel 2). Durch
Multiplikation dieses Wertes mit der
mittleren Anzahl der pro Nestling
dargestellten Fragmente wird die
Wahrscheinlichkeit (p;) berechnet,
mit der ein einzelnes auf Mutationen
zuriickzufiihrendes neues Fragment
im Bandenmuster eines Nestlings
auftritt (siche Formel 3).

Formel 2

P = ﬂ

n
P - Mutationsrate pro Frag-
ment
m - Anzahl Nestlinge mit ei-
nem neuen Fragment
n - Gesamtzahl Fragmente
aller Nestlinge

Formel 3
pr= P%z
P - Mutationswahrscheinlich-

keit mit der ein einzelnes Fragment
entsteht

P - Mutationsrate pro Frag-
ment

z - mittlere Anzahl Fragmente
pro Nestling

Unter der Voraussetzung, dass ein-
zelne Mutationsereignisse unabhéan-
gig voneinander auftreten, kann an-
schlieBend die Wahrscheinlichkeit
des gleichzeitigen Auftretens mehre-
rer neuer Fragmente (p,) im Ban-
denmuster eines Nestlings nach For-
mel 4 berechnet werden, wobei x der
Anzahl neuer Fragmente entspricht.

Formel 4
P p|x
P2 - Wahrscheinlichkeit des

gleichzeitigen Auftretens mehrerer
neuer Fragmente

P - Mutationswahrscheinlich-
keit mit der ein einzelnes Fragment
entsteht

X - Anzahl neuer Fragmente
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sozialen Eltern nachgewiesen werden
konnten.

In Abbildung 3 sind die Band-
Sharing-Koeffizienten der Altvogel
untereinander, sowie die Band-

Ergebnisse

Durchschnittlich wiesen die Ban-
denmuster der 121 untersuchten
Sperlingskéduze 14+2,6 Fragmente
auf. Bei 87 von 89 Nestlingen konnte
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Abb. 2: Verteilung der Nestlinge hinsichtlich des Auftretens bzw. Nicht-

Auftretens neuer Fragmente, d.h. von Banden, die bei keinem der beiden

sozialen Eltern vorhanden waren.

o

fiir alle Fragmente eine Entsprechung
im Bandenmuster der sozialen Eltern
gefunden werden (siehe Abb. 2). Bei

Sharing-Koeffizienten zwischen den
Nestlingen und ihrer sozialen Mutter
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Abb. 3: Band-Sharing-Koeffizienten der Adulttiere untereinander sowie
zwischen Nestlingen und ihrer sozialen Mutter (BSM) bzw. Nestlingen
und ihrem sozialen Vater (BSV) in Abhingigkeit von der Anzahl neuer
Fragmente im Bandenmuster der betreffenden Nestlinge. o = arithmeti-
sches Mittel; — = Median; X = Maximum bzw. Minimum; — = 5 % bzw,
95 %-Quantil; Boxen durch 25 % und 75-Quantil begrenzt (50 % aller
Werte); ® = Einzelwert.

jeweils einem Nestling befanden sich
jedoch ein bzw. acht neue Fragmente
im Bandenmuster, d.h. ein bzw. acht
Banden, die bei keinem der beiden

bzw. ihrem sozialen Vater darge-
stellt. Die Paarpartner zeigten einen
mittleren Band-Sharing-
Koeffizienten von 0,22+0,11. Der



mittlere Band-Sharing-Koeffizient
der Nestlinge ohne neue Fragmente
lag mit der sozialen Mutter bei
0,56+0,10 (Konfidenzintervall 95 %:
0,54-0,58; n=87) und mit dem ;ozia-
len Vater bei 0,59+0,11 (Konfiden-
zintervall 95 %: 0,57-0,61; n=87).
Die Band-Sharing-Koeffizienten des
Nestlings mit einem neuen Fragment
(mit sozialer Mutter = 0,57, mit sozi-
alem Vater = 0,60) lagen im Bereich
der betreffenden Band-Sharing-
Koeffizienten von Nestlingen ohne
neue Fragmente in ihren Bandenmus-
tern.

2

> - ‘v .'.
P & ”~

Eulen-Rundblick Nr. 55/56 — August 2006

Elterntieren erhalten, sollte jedes
Fragment eines Nestlings einem
Fragment im Bandenmuster der ge-
netischen Eltern zugeordnet werden
konnen. Diese Bedingung war, wie in
Abbildung 2 dargestellt, fur 87
Nestlinge und ihre sozialen Eltern
erfiillt; das sind 97,8 % der unter-
suchten Jungvégel. An der Abstam-
mung der betreffenden Jungvigel
von den sozialen Eltern besteht auf-
grund der Informativitit der darge-
stellten Bandenmuster somit kein
Zweifel.

Bei auBerhalb des Paarbundes ge-
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Dieser kann Werte zwischen null, bei
keiner Ubereinstimmung der Ban-
denmuster, und eins, bei vollstindi-
ger Ubereinstimmung, annehmen. Da
die Nestlinge 50 % ihres Erbguts von
jedem der beiden genetischen Eltern
erhalten, sollte der Band-Sharing-
Koeffizient ebenfalls bei etwa 0,50
liegen. Einzelne Fragmente konnen
Jjedoch bei beiden Eltern vorhanden
sein und gehen dann zweimal in die
betreffenden Berechnungen ein (vgl.
Formel | in Material und Methoden),
was zur Folge hat, dass der mittlere
Band-Sharing-Koeffizient gewthn-
lich iiber dem Wert von 0,50 liegt.

Abb. 4: Sperlingskauzbrut mit neun Nachkommen. Alle neun Jungtiere stammen von einem Elternpaar ab.

Fiir den Nestling mit acht neuen
Fragmenten ist das mutationsbeding-
te Auftreten dieser Fragmente mit
2,54 * 10"'® extrem unwahrscheinlich
(siehe auch Material und Methoden).
Der Band-Sharing-Koeffizient mit
der sozialen Mutter lag bei 0,30, der
Band-Sharing-Koeffizient mit dem
sozialen Vater hingegen bei nur 0,07.

Diskussion
Da Nachkommen ihre gesamte gene-
tische Information von den beiden

zeugten Nachkommen treten Frag-
mente auf, die keinem der beiden
sozialen Eltern zugeordnet werden
konnen. Von den 89 untersuchten
Nestlingen wiesen nur zwei Tiere
derartige Fragmente auf. Da neue
Fragmente jedoch auch durch Muta-
tionsereignisse aufireten kdnnen,
muss fiir gesicherte Aussagen zur
Abstammung ein weiteres Kriterium,
der so genannte Band-Sharing-
Koeffizient, herangezogen werden.

Der Band-Sharing-Koeffizienten und
somit die Anzahl der iibereinstim-
menden Fragmente ist zwischen den
Paarpartnern der untersuchten Sper-
lingskduze erwartungsgemab niedrig
(siche Abb. 3). Daraus kann ge-
schlossen werden, dass diese in kei-
nem méheren verwandtschaftlichen
Verhiltnis zueinander stehen.

Da die Band-Sharing-Koeffizienten
mit der sozialen Mutter und dem
sozialen Vater bei dem Nestling mit
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einem neuen Fragment im Konfiden-
zintervall der Band-Sharing-
Koeffizienten von Nestlingen mit
null neuen Fragmenten liegen, kann
davon ausgegangen werden, dass
auch dieser Nestling von seinen sozi-
alen Eltern abstammt und das betref-
fende neue Fragment durch eine
Mutation zustande gekommen ist.
Fiir den Nestling mit acht neuen
Fragmenten kann dies jedoch nicht
gelten, da eine derartige Anhdufung
von Mutationen bei einem einzelnen
Nestling extrem unwahrscheinlich ist
(p=2,54 * 10"®). Wahrend der
Band-Sharing-Koeffizient des betref-
fenden Nestlings mit seiner sozialen
Mutter (= 0,30) in einem Bereich
liegt, der auch bei Nestlingen auftre-
ten kann, an deren Abstammung kein
Zweifel besteht (vgl. Abb. 3), liegt
der Band-Sharing-Koeffizient mit
dem sozialen Vater mit 0,07 klar
auflerhalb dieses Bereiches. Bei dem
sozialen Vater handelt es sich somit
nicht um den genetischen Vater, d.h.
der Nestling wurde durch eine Kopu-
lation des anséssigen Weibchens mit
einem fremden Méannchen gezeugt.

Informationen zum tatsichlichen
genetischen Vater des ,,Fremd-
nestlings* liegen nicht vor. Zwei
Minnchen der ndheren Umgebung,
die im Abstand von 0,9 km bzw.

3,4 km briiteten, konnten durch wei-
tere Analysen als genetische Viter
ausgeschlossen werden. Es muss sich
daher um ein weiteres territoriales
Minnchen aus der Umgebung han-
deln, das nicht beprobt wurde, oder
aber um ein vagabundierendes
Minnchen ohne Revier. Ebenfalls
nicht véllig ausgeschlossen werden
kann, dass der urspriingliche Revier-
inhaber wihrend der Zeit der Eiabla-
ge verstarb und durch ein neues
Minnchen ersetzt wurde. Allerdings
gibt es in der Literatur keine Hinwei-
se darauf, dass nach Verlust eines
Minnchens zu diesem fortgeschritte-
nen Zeitpunkt Weibchen und Gelege
von einem anderen Minnchen iiber-
nommen werden.

Da bei den 89 untersuchten Sper-
lingskauz-Nestlingen nur ein aufier-
halb des Paarbundes gezeugtes Jung-
tier identifiziert werden konnte, kann
angenommen werden, dass solche
Nestlinge bei Sperlingskduzen relativ
selten sind. Dies deckt sich mit Un-
tersuchungen an anderen Eulenarten.
So wiesen MULLER et al. (2001) bei
53 untersuchten Steinkauz-

31

Eulen-Rundblick Nr. 55/56 — August 2006

Nestlingen (16 Bruten) keinen einzi-
gen und ROULIN et al. (2004) bei 211
Schleiereulen-Nestlingen (54 Bruten)
nur einen einzelnen fremdgezeugten

Jungvogel nach.

Zusammenfassung

In den Jahren 2003 und 2004 wurden
121 Sperlingskduze (32 Altvogel und
89 Nestlinge) untersucht, um den
Anteil auBBerhalb des Paarbundes
gezeugter Nachkommen zu ermitteln.
Dazu wurde den Tieren Blut ent-
nommen. Die detaillierte Analyse der
Blutproben mit Hilfe des Multilocus
DNA-Fingerprinting zeigte, dass 88
Nestlinge von beiden sozialen Eltern
abstammten. Ein Jungvogel wurde
jedoch nicht durch das ortsansdssige
Minnchen gezeugt.

Summary

In 2003 and 2004 we took blood
samples from 32 adult Pygmy Owls
(Glaucidium passerinum) and their
offspring (n=89) to test for the occur-
rence of extra pair paternity by multi-
locus DNA fingerprinting.

Detailed analyses of the resulting
banding patterns revealed that only
one in 89 nestlings was sired by a
male other than the social mate of the
respective female.
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